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DESCRIPCION

DETERMINACION RAPIDA DE SUSCEPTIBILIDAD A COMPUESTOS
ANTIMICROBIANOS

Estado del arte

La presente invencion se refiere a métodos e instrumentos para la determinacion de
susceptibilidad a distintos compuestos por parte de diferentes microorganismos. Mas
especificamente, se refiere a la determinacion de susceptibilidad a antibidticos por parte de
microorganismos patdgenos multirresistentes. La presente invencion hace referencia a la
utilizaciéon de un componente idnicamente entrecruzable utilizado para la produccién de
microesferas, dichas microesferas seran producidas mediante la aplicacion de técnicas de
microencapsulacion, mas especificamente de una tecnologia de encapsulacion mediante
flowfocusing, que garantiza una produccion monodispersa de microesferas. La presente
invencion hace referencia también a una metodologia para el analisis de la proliferacion

microbiana dentro de esas capsulas y a la interpretacion de los mismos.

La determinacion de susceptibilidad a antibidticos es un procedimiento con una importancia
crucial en los laboratorios microbiolégicos clinicos para la definicion del tratamiento 6ptimo
frente a una determinada infeccion microbiana. Los tratamientos empiricos se siguen llevando
a cabo en aquellas infecciones causadas por microorganismos que todavia no han desarrollado
mecanismos de resistencias a antibidticos, sin embargo, la proliferacion de microorganismos
que han incorporado diversos mecanismos de resistencia ha aumentado exponencialmente,
incrementando asi el riesgo de implementar terapias antibidticas incorrectas por

determinaciones deficitarias de la resistencia.

Existen numerosas técnicas para la determinacion de la susceptibilidad a antibioticos, las
técnicas clasicas descritas en los 1970s, revisadas por Jorgensen y Ferraro en Antimicrobial
Susceptibility testing: A review of general principles and contemporary practices; Medical

Microbiology CID 2009: 49.

Entre estas técnicas clasicas cabe destacar las diluciones seriadas en medio de crecimiento

microbiano con crecientes concentraciones de antibidtico y la técnica de difusion de disco de
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Bauer-Kirby (1966) (Woods gl, Washington JA. Antimicrobialsusceptibilitytests: dilution and
disk diffusionmethods).

En las técnicas clasicas se necesitan 72h desde el procesamiento de la muestra hasta la
obtencion de los resultados de los ensayos de susceptibilidad. 24 horas para el crecimiento en
placa, 24 horas para el aislamiento de clones y 24 h para la determinaciéon de la

susceptibilidad a antibioticos.

La reduccion del tiempo hasta la consecucion de resultados objetivos, sin afectar la precision
y la reproducibilidad, para la implementacion de la terapia correcta es de crucial importancia

en los laboratorios clinicos microbiologicos.

El desarrollo de técnicas para la reduccion de este tiempo de procesamiento ha centrado el

esfuerzo de numerosas empresas de biotecnologia y grupos de investigacion.

Entre los avances descritos en el estado del arte, se encuentran los sistemas automatizados,
con ellos se consigue reducir a 3,5h para determinaciones de gram negativas en el
MicroScanWalkAway (Siemens HealthCareDiagnostics) a 18h en el Sensititre AIRIS 2x
(TrekDiagnosticsSystmes). Estos sistemas, basados en el andlisis de la proliferacion
microbiana basandose en técnicas fluorimétricas, ademas de reducir el tiempo incrementan la
objetividad debido a la mecanizacién de los procesos y a la disminucién de los errores en la
realizacion de los procedimientos. Sin embargo, hay microorganismos mas complejos que
requieren de incubaciones mas largas por lo que la reduccion del tiempo no es igual en todos
los casos. Los inconvenientes de estos sistemas son generalmente el alto precio tanto de
implementacion como de mantenimiento, asi como el hecho de que son sistemas cerrados,
con un determinado formato predefinido y una serie de microorganismos para los que son

validos que no siempre coinciden con los requerimientos de un determinado entorno clinico.

La encapsulacion celular y su aplicacion en clinica esta descrita en la bibliografia desde 1960s
(CHANG TMS (1964) Semipermeable microcapsules. Science 146(3643):524-525., Chang
T.M.S. Artificial Cells, Spingfield, III. Charles C Thomas (1972)).

En el campo que nos ocupa de la determinacion de susceptibilidad a antibidticos, se han ido
aplicando técnicas de encapsulacion para el analisis individualizado de microorganismos. El
concepto mas extendido es el de ensayo de crecimiento por microgotas en gel o GMD (gel

microdrop) (patente EP0411038A1), en el, se encapsulan los microorganismos en gotas de
3
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agarosa y se analiza el crecimiento de los microorganismos dentro de los mismos en

determinados condiciones (Journal of Microbiologicalmethods 62 (2005)181-197).

Esta tecnologia presenta algunas desventajas, en primer lugar las encapsulaciones se realizan
con agarosa, esta agarosa necesita una temperatura elevada para poder utilizarla, sometiendo a
los microorganismos a temperaturas superiores a los 40°C. Ademas el procedimiento para la
realizacion de los microgotas es por emulsion con un aceite, esto hace que se necesiten
numerosos pasos posteriores para la eliminacion del aceite con el consiguiente sufrimiento
celular y la imposibilidad de uso del sistema para microorganismos mas sensibles a la
temperatura o al estrés. Sin embargo el sistema es muy bueno porque permite el analisis
individualizado del crecimiento bacteriano, reduciendo el nimero de divisiones necesarias
para hacer patente un efecto del compuesto analizado sobre el crecimiento celular. Un
problema afiadido al sistema es la variabilidad en el tamafio de las capsulas producidas,
mediante las emulsiones es muy dificil controlar el tamafio de la capsula y por tanto la
cantidad de bacterias en ellas. La obtencion de resultados a partir de estas técnicas se realiza a
través de citometria de flujo, esta técnica aunque muy precisa y consistente, tiene el problema
del tamano maximo que puede analizar, teniendo en cuenta lo mencionado anteriormente
sobre el poco control que hay sobre el tamafio de capsulas cuando se produce por emulsion,
requiere un paso previo al andlisis de filtrado, esto puede inducir un error en el andlisis al
descartar una poblacion de capsulas por su tamafio. Ademas la citometria de flujo requiere de
una capacitacion del personal que lo maneja, y esto dificulta su introduccion en el dmbito

clinico que estamos tratando.

En esta misma linea de desarrollo, se han publicado distintas técnicas para la determinacion
de susceptibilidad a antibidticos basados en andlisis individualizados de crecimiento celular.
En el caso del articulo publicado en Labon Chip en 2013 (Lab Chip, 2013,13,280), utilizan un
sistema de microfluidica para fijar las bacterias en unos canales de agarosa, mediante
difusion, se ponen en contacto con un gradiente de concentracion del antibidtico analizado y
mediante un andlisis por microscopia, se determina que concentracion inhibe el crecimiento
del microorganismo en cuestion. Este sistema, reduce mucho el tiempo hasta la obtencion de
resultados a 3h, sin embargo, la lectura de los resultados necesita de un tratamiento de
imagenes complejo que permita diferenciar si esas células estan en crecimiento o no. Ademas
de los inconvenientes debidos a la utilizacion de agarosa (temperatura) y de microfluidica

(manejo).
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Una combinacion de las dos técnicas anteriores es la aplicacion de microfluidica para la
encapsulacion de microorganismos y su andlisis de susceptibilidad a diversos compuestos
(ACS ChemicalBiology 2011,6, 260-266) mediante la aplicacion de microfluidica para la
produccion de capsulas monodispersas mediante flow-focusing, conteniendo 1-0 bacterias y
el analisis del crecimiento de las mismas dentro de las capsulas por citometria de flujo, en este
caso, siguen utilizando agarosa, con el consiguiente requerimiento térmico necesario para su
manejo. Ademas utilizan el citometro para la obtencion de resultados cuyos inconvenientes

han sido discutidos con anterioridad.

Enfocamiento de chorro®es una tecnologia de manipulacion de microfluidos para la
generacion de gotas monodispersas, basada en la produccion de microchorros capilares que
son “enfocados” hacia un orificio (US6,464,886). Descubierta en 1994 por el grupo de
investigacion del profesor Alfonso Gafidn-Calvo. Esta tecnologia permite disefiar y producir
microparticulas con tamafio, estructura y composicion seleccionables. Esta tecnologia se ha
desarrollado hasta un instrumento (Cellena ®) que permite la encapsulacion mediante
FlowFocusing® de células manteniendo su viabilidad mediante la utilizacion de polimero de
gelificacion idnica como el alginato, ampliamente reportado como biocompatible en otros
campos de investigacion y desarrollo como la terapia celular (US4352883). Esta técnica de
encapsulacion, proporciona un control muy elevado del tamafio de particulas a producir, se
lleva a cabo a temperatura ambiente, en solucidon acuosa sin aceites y ademas sin someter a las

células a fuerzas vibracionales o electroestaticas para su produccion.

La aplicacion de esta tecnologia al estudio de microorganismos ha sido documentada para la
deteccion de mutantes en levadura (NAR Sebastian Chavez) acoplada al andlisis del
crecimiento dentro de las microesferas a un citometro de flujo especifico para particulas
grandes. Sin embargo, esta instrumentacion es costosa y compleja de manejar por técnicos de
laboratorio de los sistemas de salud. Lo que dificulta su implementacién para el analisis

rutinario de susceptibilidad a antibidticos.
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Compendio de la invencion

En la presente invencion se describen los métodos y procedimientos para la encapsulacion de
células, especificamente células microbianas con el objetivo de realizar andlisis de
susceptibilidad a diversos compuestos mediante la directa observacion de la proliferacion

celular de las células encapsuladas.

Mas especificamente, la invencion comprende un sistema patentado de encapsulacion
mediante tecnologia de enfocamiento de chorro, una metodologia de incubacion frente a

distintos compuestos objetos de analisis, y un procedimiento de analisis.

El procedimiento de encapsulacion estd basado en la utilizacion de polimeros entrecruzables
i0nicamente, mas especificamente el alginato, mezclado con células microbianas objetos del
estudio. Este procedimiento de encapsulacion se realiza aplicando la tecnologia de
enfocamiento de chorro. Las células encapsuladas pasarian entonces a estar en contacto con
los compuestos sujetos al andlisis, mds especificamente, esos compuestos pueden ser
antibidticos. Tras un periodo de incubacidn corto, se realiza el andlisis de las microcolonias
que han crecido dentro de las microesferas. Este analisis se hace de forma especifica mediante
el analisis por microscopia de la formacion de microcolonias dentro de las microesferas. La
diferencia en el didmetro de la microcolonia formada dentro de la microesferas nos da una
idea del efecto que dicho compuesto testado tiene frente al organismo en cuestion

microencapsulado.

Mediante la aplicacion de esta secuencia de procedimientos, el tiempo necesario para obtener
resultados se ve reducido de 24 a 8h aproximadamente, dependiendo del tipo de
microorganismo. Es un sistema abierto en el que tanto los compuestos como los
microorganismos analizados se pueden seleccionar segun la epidemiologia especifica del

laboratorio microbiologico.

En otro aspecto mas de la invencidn, este procedimiento puede ser aplicado a muestras
clinicas, de forma especifica a muestras clinicas liquidas o mucosas, como por ejemplo
aspirados broncoalveolares, de forma directa, sin necesidad de aislamiento previo de los
microorganismos causantes de la infeccion, mediante la aplicacion de una modificacion en el
protocolo de encapsulacion, pero siguiendo los mismos pasos basicos que componen esta

invencion.
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Otro aspecto mas de esta invencion es la identificacion de clones heterorresistentes y la

posterior seleccion del mismo.

Otro aspecto mas de esta invencion es el aislamiento de clones con caracteristicas fenotipicas

diferenciables.
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Breve descripcion de los dibujos

La Fig.1 es un ejemplo de cépsulas monodispersas producidas mediante la tecnologia Flow-

Focusing, empleada en esta invencion.

La Fig.2 es un ejemplo del crecimiento microbiano a lo largo del tiempo y la formacioén de

microcolonias.

La Fig.3 es un grafico del analisis estadistico poblacional del tamafio de las microcolonias

dependiendo del efecto del compuesto anadido sobre el microorganismo encapsulado.

La Fig.4 es un grafico que representa el tamano medio de las microcolonias segun el efecto

que el compuesto analizado tenga sobre el microorganismo encapsulado.

Descripcion detallada de la invencion

Definiciones

Célula, en este documento hace referencia a la unidad estructural mas pequena de un
organismo que es capaz de funcionar independientemente o un organismo unicelular, que
estd compuesta de uno o mas nucleos, citoplasma y varios organulos, rodeada por una
membrana celular semipermeable o una pared celular. La célula puede ser eucariota,
procariota, animal, planta o archeobacteria. En el contexto de esta invencion las células seran

mayoritariamente procariotas.

Muestra clinica es el origen de los microorganismos a encapsular, puede ser de naturaleza
liquida o mucosa o semisolida y podria ser utilizada o bien para aislar los microorganismos de

interés para su posterior analisis o bien para ser tratada directamente para su analisis.

Microencapsulacion, es el proceso de recubrimiento de moléculas, particulas sélidas, o
globulos liquidos con materiales de distinta naturaleza para dar lugar a particulas de tamafio
micrométrico. En el contexto de esta invencidon, microencapsulacion es el proceso de

recubrimiento de células para la formacion de microesferas.

Enfocamiento de chorro, a partir de ahora referida en el documento como FF (FlowFocusing,
siglas en inglés), es la tecnologia preferente para la encapsulacion en el contexto de esta
invencion. La seleccion de esta tecnologia se basa fundamentalmente en que tiene pocos

8
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efectos sobre la viabilidad celular al ser muy suave en el uso de presiones, ejerciendo menos
influencia sobre las condiciones vitales de la célula encapsulada y aportando objetividad a la

encapsulacion.

Microesferas, son particulas de tamano homogéneo y semipermeables que contienen en su

interior una o mas de una célula.

Microcolonia, es el resultado de la proliferacion de una célula en el interior de una
microesferas, generalmente adopta una conformacion esférica y opaca en el contexto

transliicido de la microesfera, lo que la hace facilmente distinguible.

En el contexto de esta invencion, la muestra puede ser tratada de forma directa para su
posterior encapsulacion y analisis, reduciendo el tiempo de determinacion de susceptibilidad

de 48-72h a 20-24h obteniendo de forma simultanea aislados y datos de susceptibilidad.

La muestra clinica puede ser, de forma preferente para esta invencion, liquida o mucosa, por
ejemplo un aspirado broncoalveolar. Para su procesamiento se diluye entre 5 y 10 pL de la
muestra en 500 pL de suero fisiologico, esta dilucion se deja agitando en vortex durante 20-30
minutos. Una vez transcurrido este tiempo se procede a la mezcla de estos 500 uL con el

material de encapsulacion, siguiendo el procedimiento descrito a continuacion.

El método seleccionado para la encapsulacion de células en el contexto de esta invencion es la
tecnologia FF (US6,464,886). El material preferido para este procedimiento de encapsulacion

son los polimeros entrecruzables idnicamente.

Entre los materiales utilizados para esta invencion se incluyen, pero no estan limitados a,
alginato y polisacaridos naturales tales como quitopectina, goma gelan, goma de xantano,
acido hialurénico, heparina, pectina y carragenano. Entre los ejemplos de polianiones
i0nicamente entrecruzables para su uso en la practica de la presente invencion se incluyen
pero no estan limitados a, 4cido poliacrilico y é4cido polimetacrilico. Los policationes
idnicamente entrecruzables tales como la polietilenimina y polilisina también son adecuados

para la presente invencion.

En una realizacion preferida de la presente invencion se utilizard alginato (alginato referido

aqui corresponde con sales de acido alginico) como polimero entrecruzable ibnicamente, a un

9
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intervalo de concentracion entre el 0,5% y 5% p/v. Preferiblemente el alginato se proporciona
en un intervalo de concentracion entre el 1,5% y 2% p/v. En el caso de encapsular muestras

clinicas de forma directa, el porcentaje preferido de esta invencion es 2% p/v.

El procedimiento de entrecruzamiento del polimero idénicamente entrecruzable se lleva a cabo
mediante la adicion de la mezcla de encapsulacion de cationes multivalente, tales como
calcio, cinc, bario, estroncio, aluminio, hierro, manganeso, niquel, cobalto, cobre, cadmio,
plomo, o mezclas de 2 o mas cualesquiera de los mismo. En una realizacion preferida de la
presente invencion se utiliza calcio como entrecruzador del polimero entrecruzable

idnicamente de la mezcla de encapsulacion.

Para la presente invencion, este alginato se puede preparar en agua, o en medio especifico

para el crecimiento de las células que se van a encapsular.

Para la produccion de capsulas mediante la tecnologia FF es necesario la preparacion de la
mezcla de encapsulacion, tal y como hemos descrito anteriormente en la presente invencion.
La mezcla de encapsulacion consta de un polimero entrecruzable idnicamente, el preferido

para estd invencion es el alginato, y de las células especificas que queremos encapsular.

La proporcion de células utilizadas para la mezcla de encapsulacion determinard la cantidad
de células presentes en una microesferas. En la realizacion preferida de la presente invencion,

el objetivo principal es obtener entre 1y 2 células por capsula.

El tamafio preferido de microesferas en el contexto de esta invencioén es de 80 a200 um.
Siendo preferible pero no indispensable, una encapsulaciéon monodispersa con un coeficiente

de variacion por debajo de 20%.

En el contexto de la presente invencidn, una vez concluida la encapsulacion, las microesferas
se pueden recoger mediante diversas metodologias, las microesferas pueden ser centrifugadas
y lavadas abundantemente con agua antes de transferirlas al medio de cultivo especifico para
el tipo celular encapsulado o en un segundo aspecto de esta invencion, las células pueden ser
filtradas mediante un filtro de nylon de 70um. La realizacion preferida de esta invencion es el
filtrado de las microesferas, puesto que ademas mediante este filtrado se elimina cualquier

satélite o irregularidad que haya podido suceder mediante el procedimiento de encapsulacion.

10
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Una vez concluido el procedimiento de encapsulacion, el siguiente paso en el desarrollo de
esta invencion es la incubacion de las microesferas con el compuesto especifico objeto del

analisis.

Las distintas condiciones de incubacion se realizaran con microesferas procedentes de una
unica encapsulacion, la realizacion de los célculos de microesferas requeridas para tener todos
los puntos requeridos para la realizacion de un andlisis completo es fundamental para un

desarrollo 6ptimo de la presente invencion.

En una realizacion preferida de la presente invencidon el compuesto a analizar es un
antibiotico. Las células encapsuladas corresponden con un microorganismo patégeno. Se
realizard un barrido de concentraciones de antibidticos en un medio de cultivo éptimo para el
crecimiento del microorganismo seleccionado. Se incluird una concentracion 0 de antibidtico

que correspondera con un control positivo de la formacion de microcolonias.

En la realizacion preferida de esta invencion, pero no excluyente de cualquier otro modo de
dispensacion e incubacidn, el medio se repartira en tubos conicos con una capacidad 10 veces

mayor que el volumen de medio que se le va a afiadir (tubos de 50mL para SmL de cultivo).

Las microesferas se repartirdn de forma homogénea entre todas las condiciones de
antibidticos a analizar. En una realizacion preferida de esta invencidn, las microesferas se
resuspenderan en un volumen determinado de medio de cultivo especifico para el

microorganismo encapsulado. Se repartird volimenes iguales de cépsulas a cada condicion.

El tiempo de incubacion se determinara empiricamente para cada microorganismos. El tiempo
minimo de incubacion sera aquel necesario para identificar microcolonias de
aproximadamente un tercio del volumen total de la microesferas en la condicion control del

analisis, en condiciones de crecimiento Optimas sin ningiin compuesto en el medio.

En una realizacion preferida de la invencion, el tiempo de incubacion puede ser reducido de
16-24h a 6h en microorganismos de rdpido crecimiento y de 12-15 dias a 2-4 dias en

microorganismos de crecimiento lento como el Mycobacterium tuberculosis.

En el caso de la encapsulacion de muestras clinicas de forma directa, las incubaciones se
regiran por las mismas normas que las descritas anteriormente, a excepcion de que en ese

caso, las incubaciones son mas largas, requiriéndose al menos 16h para observar un patron

11
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claro de crecimiento y sensibilidad. En cualquier caso, al suprimir el paso de aislamiento de
colonias y preindculos, el tiempo global se ve reducido de 48-72 h a 20h con todos los pasos

del procedimiento incluidos.

En la presente invencion el método de andlisis seleccionado puede ser mediante un analisis de

imagenes de las microesferas tomadas desde un microscopio.

En una realizacion preferida de la invencion, las microesferas que han sido incubadas durante
un tiempo determinado, se transfieren, preferiblemente pero no excluyente, a un portaobjetos,
donde van a ser examinadas por microscopia para determinar el tamafo de las microcolonias

en la condicién control del analisis.

El microscopio preferido para esta invencion es un microscopio Optico con un objetivo 4x,
aunque también puedes ser utilizado uno 2,5x o un 10x. En la realizacion preferida de esta

invencion, el microscopio es invertido.

Para el andlisis de las microcolonias, lo mas conveniente para tener un tratamiento estadistico
es hacer fotos secuenciales de las microesferas después de la incubacion. Para una realizacion
sobradamente representativa, es preferible realizar un nimero de imagenes para tener un

minimo de 100 microcolonias.

El andlisis de las microcolonias se realizard preferentemente obteniendo una serie de

parametros relevante:

1.- Numero de microesferas: Se realizard una identificacion y conteo de microesferas

presentes en la preparacion.

2.- Conteo de microcolonias: Durante la identificacion y conteo de las microcolonias
presentes en las capsulas se pueden dar varios casos dependiendo del efecto que el compuesto

analizado tiene sobre el microorganismo encapsulado:

a- Si el compuesto tiene un efecto lento sobre las colonias, 0 una penetracion
lenta a través de las capsula por sus caracteristicas quimicas o es un citoestatico o cualquier
otra causa que permita a las células realizar algunas divisiones antes de que el compuesto
haga su efecto total sobre la misma, el conteo de las capsulas serd semejante entre todas las

condiciones del analisis.
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b- Si el compuesto no tiene el efecto descrito en el punto uno de la siguiente
lista, el conteo de las colonias serd inferior, puesto que el nimero de clones que dara lugar a
una microcoloniaes tipicamente 0. En casos extremos el nuimero de microcolonias serd 0. En
casos de heteroresistencia o efecto heterogéneo del compuesto sobre la poblacion o en el caso
de mutantes, se producird la identificacion de alguna microcolonia aislada dentro de la

poblacion.

3.- Tamaifio de las microcolonias: Al igual que en el conteo podemos encontrar dos

posibilidades en el contaje de colonias:

a- Si el compuesto tiene un efecto lento sobre las colonias, 0o una penetracion
lenta a través de las capsula por sus caracteristicas quimicas o es un citoestatico o cualquier
otra causa que permita a las células realizar algunas divisiones antes de que el compuesto
haga su efecto total sobre la misma, el conteo de las capsulas serd semejante entre todas las
condiciones del analisis. Sin embargo el tamafio de las microcolonias sera significativamente
menor. Al menos se identificara una reduccion en el tamafio de 2,5 veces el tamafio de las

microcolonias en la condicidn control.

b- Si el compuesto no tiene el efecto descrito en el punto uno de la siguiente
lista, el conteo de las colonias serd inferior, puesto que el nimero de clones que dara lugar a
una microcoloniaes tipicamente 0. En casos de heteroresistencia o efecto heterogéneo del
compuesto sobre la poblaciéon o en el caso de mutantes, se producird la identificacion de
alguna microcolonia aislada dentro de la poblacién. En este caso, el tamafo general de las
microcolonias serd indetectable, sin embargo, los clones mencionados con anterioridad, que
presenten mutaciones, o heteroresistencia pueden llegar a presentar un tamafio similar al

observado en la condicion control.

La representacion de los datos en la metodologia de esta invencidn, preferida pero no
excluyente de cualquier otra, seria la distribucion normal de los tamafios obtenidos en cada
una de las condiciones incluyendo al control. Otra forma de representar los datos seria la

representacion de los didmetros medios de las microcolonias presentes en cada condicion.

Andlisis de la desviacion estandar, de los tamafios maximos y minimos, asi como los

coeficientes de variacion de las microcolonias en cada condicion proporcionan informacion
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fundamental para la obtencion de resultados objetivos e identificacion de resistencia

heterogenea.

En otro aspecto de la presente invencion, las microesferas que contienen microcolonias en
ambientes donde la mayoria de las microesferas estdn sin crecimiento celular pueden ser
identificadas como clones mutantes o clones con heteroresistencia dentro de una poblacion.

Dichos clones pueden tener un interés especifico para su identificacion y caracterizacion.

La seleccion de dichas microesferas y aislamiento de dichas capsulas se puede llevar a cabo
mediante el uso de una microaguja o micropipeta o pipeta Pasteur. Mediante estas
herramientas tipicas de laboratorios, se pueden aislar las microesferas con la microcolonia de
interés, visualizando la operacion al microscopio, y transferir dicha capsula a un medio de

cultivo 6ptimo para la expansion de esa célula seleccionada.

Debido a las caracteristicas de las microesferas utilizadas en la presente invencidon, no es
necesario disgregar la microesferapara permitir la expansion de la colonia, el crecimiento
dentro de la capsula no estd limitado por el hidrogel, asi que seguird creciendo hasta que la
microcolonia de su interior alcance el borde de la microesferas, una vez que la microcolonia
se haya expandido hasta el borde, las células pueden salir al exterior y crecer como un cultivo

estandar en suspension.
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Ejemplos

Ejemplo 1: Determinacion de patrones de resistencia a antibidticos en patogenos
oportunistas.
Se parte de un cultivo axénico de Acinetobacterbaumanii obtenido a partir de una muestra

clinica. Se parte de un cultivo creciendo en fase logaritmica y se mide la densidad optica
0OD600.

Previamente se han preparado las soluciones necesarias para la encapsulacion. Se ha
preparado el alginato al 1,5%, en agua. El alginato se esteriliza por filtracion a través de un
tamafio de poro de 20um. Se ha preparado también el cloruro célcico al 3% en agua, que

también se esteriliza por filtracion.

Se realiza un inéculo de 1,5x10° células /mL de alginato, la mezcla se agita suavemente por
inversion para garantizar una distribucién homogénea de las células en el alginato. Se procede
a la encapsulacion, para la encapsulacion se utiliza un nebulizador de 200um que produce
particulas entre 100 y 120 um de didmetro. Para la encapsulacion por FF mediante este
nebulizador y estas condiciones de alginato y células se necesita un flujo de aire a una presion
de 60mBar. Y la encapsulacion se lleva a cabo a una velocidad de 3mL/h. Las particulas caen
en un bano de cloruro célcico al 3% en agitacion, la agitacion ha de ser suficientemente fuerte
para mantener las cépsulas en movimiento y separadas unas de otras. El chorro de

microesferas no puede caer directamente sobre el remolino producido por el agitador.

Una vez completa la encapsulacion, se recogen las capsulas mediante un filtro de 70 um. Se
lavan con abundante PBS y se resuspenden en 2mL de LB y se reparten 200uL de esta
suspension de capsulas por cada condicion de antibidtico a testar, en este ejemplo se van a
utilizar dos antibidticos a 4 concentraciones cada uno mas el control, por lo que se repartirian
200ul en cada uno de las nueve condiciones a testar en 3mL de medio de crecimiento LB + la

concentracion del antibidtico a testar.

Se procede a la incubacion de las capsulas a 37°C, 200rpm durante 6h. A las 6h se toman

10uL de cada condicion y se analizan las microcolonias por microscopia.

Se procede al conteo de las microcolonias y a la representacion de la distribucion de los

didmetros de las mismas segun las condiciones de antibidticos testadas frente al control sin
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antibidticos y se determina que condicion es la minima inhibitoria para esta cepa en concreto

de Acinetobacter.
El total de tiempo desde el indculo del alginato, hasta la obtencion de resultados es de 7-8h.

Ejemplo 2: Identificacion de heterorresistencias

El procedimiento de encapsulacion y de andlisis es el mismo que el descrito en el ejemplo 1.

Sin embargo, bajo determinadas condiciones y ante antibidticos especificos se ha descrito la
presencia de heterorresistencias en poblaciones microbianas axénicas, la metodologia descrita
en la presente invencion permite la identificacion de esos clones resistentes dentro de una
poblacidon mayoritariamente sensible. La caracterizacion de estos clones y la posibilidad de su

estudio es una herramienta fundamental para la microbiologia clinica.

La identificacion de clones resistentes en poblaciones mayoritariamente sensible, puede tener
una significancia importante a la hora de explicar factores como el desarrollo de

multirresistencias y las reservas patogénicas.
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Reivindicaciones

1- Un procedimiento para la determinacion de patrones de susceptibilidad a antibioticos de

microorganismos caracterizado por:

a. Una muestra que contiene el de microorganismo que se mezcla con una solucién

con una sustancia gelificante

b. Un sistema de enfocamiento de flujo que produce gotas monodispersas de entre 30
y 300 um de tamario a partir de esa mezcla de células con hidrogeles y que acaban gelificando

formando microesferas conteniendo al microorganismo objeto del estudio

c. Incubacién de al menos dos series de dichas microesferas en un medio de cultivo,
un tiempo y una temperatura que permita al menos 3 generaciones de los microorganismos a
estudiar en ausencia de los distintos compuestos antimicrobianos cuyas actividades se
quieren evaluar y en el que al menos una serie es incubada en presencia de los compuestos

antimicrobianos a probar.

d. Analisis del tamafio y del nimero de las microcolonias formadas mediante un
analizador de imagenes en muestras de microesferas incubadas en presencia y en ausencia de

dichos compuestos antimicrobianos.

2-.Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la muestra es una muestra

clinica tomada directamente del paciente humano.

3-. Procedimiento segun las reivindicaciones 1 y 2 donde la muestra clinica sufre un

procedimiento de 30 minutos previo a su inoculacion en la sustancia gelificante.

4-. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-3 segun el cual se diluye la muestra clinica al

menos 50 veces en una solucion.

5-. Procedimiento seguln las reivindicaciones 1-4 segun el cual se somete a vortex o agitacion

la muestra diluida durante al menos 1 minuto.

6-. Procedimiento segun las reivindicaciones 1-5 segun el cual se inocula esta dilucién en 1

mL de sustancia gelificante.
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7-. Procedimiento segun las reivindicacion 1 donde la muestra procede de un cultivo axenico

0 puro.

8-. Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la sustancia capaz de

producir hidrogeles contiene alginato,

9- Procedimiento segun la reivindicacién 1 y 9 caracterizado porque gelifica cuando las gotas

que entran en una solucion con iones de calcio..

10- Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque la solucién con los
microorganismos Y la sustancia gelificante generan microgotas monodispersas a través de un

dispositivo de enfocamiento de chorros,

11- Procedimiento segun la reivindicacion 1 caracterizado porque las microesferas tienen un

tamario entre 80-200 um

12- Procedimiento segun las reivindicaciones 1,8 a 11 caracterizado por que las microesferas
se incuban en medio de cultivo que permita el crecimiento de los microorganismos objetos del

estudio.

13- Procedimiento segun las reivindicaciones 1, 8 a 12 caracterizado por que se aislan
distintas muestras de microesferas en distintos recipientes a los que se afiaden compuestos
inhibidores del crecimiento microbiano del tipo de los antibioticos, antifungicos, sulfamidas,
y otros compuestos cuya actividad inhibidora se quiera determinar frente a los

microorganismos en las microesferas..

14- Procedimiento segun las reivindicaciones 1, 8 a 13por las que los compuestos inhibidores

se encuentra a distintas concentraciones.

15- Procedimiento segun la reivindicacion 1 y cualquiera de las reivindicaciones de la 8 a 14
caracterizado porque las microesferas y las células microencapsuladas son analizadas por un
microscopio y un programa de andlisis de imagen que identificarian crecimiento celular

midiendo los diametros de microcolonias.
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Figura 1

Figura 2
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Figura 3
Cepa Sensible
0,08
0,07 L
0,06 % * control
A
0,05 Yo o M2
0,04 & A
S o M4
0,03 29 o
0,02 % A M8
1 o ZA
0,0(1) . o . A M16
0 50 100 150
Tamano microcolonia
Cepa Intermedia
0,12
0,1 2
+ Control
0,08
i‘ o M2
0,06 ot
Ao o V4
0,04 s
le A M8
0,02 -
Y A
0 50 100 150
Tamano microcolonia
Cepa Resistente
0,035
0,03
0,025 - + control

W
0,02 -4%—& o M2
0,015 3: % o M4
0,01 - A
4%—%2 A M8

0,005 24 C TN
& L 3 A M16
0 T Z&'—o * )

0 50 100 150

Tamano microcolonia

20



Figura 4
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